ESTUDOS VOLUMETRICOS DOS NUCLEOS DOS
NEURONIOS GANGLIONARES DE BIOMPHALARIA
GLABRATA (SAY, 1818), EM DIFERENTES [IDADES

{Com 20 figuras)

INTRODU(AO

Estudos cariométricos referentes ds eélulas per-
tencentes a série gametogénica permitem a constata-
¢ao de uma possivel correspondéncia entre volume
nuclear e quantidade da DNA {(ScHREIRER, 1947).
Em tais células, apds o processamento de vma mi-
tose homeotipiea, ha wn intervalo chamado interfa-
se antes do inicio da divisfo seguinte, a qual pode
ser feita por meiose e, entre as duas divisdes meld-
ticas, ocorre também um ntervalo chamado inter-
cinese. A existéncia désses intervalos entre dnas di-
visdes sucessivas determina o aumento da fregiidn-
cla dos nlelecs cujo volume corresponde ao volume
proprio do estdgio cariocinético ue antecede o 1n-
tervalo considerado. Assim sendo, o grau de ploidia,
medido pelo nimero de genomas presentes e eviden-
ciado pelo volume nuclear. pode ser localizado pelas
¢la-ses de mais alta fregiiénela.

Entretanto, com ¢élulas somdaticas ja diferen-
cladas (SCHREIBER, 1946), a estimacio do nimero de
genomas presentes, pela simples medida do volume
nuelear é dificultada pela ndo ocorréneia de umas
pereeptivel interrup¢io do processo de duplicacao
do DNA entre uma duplicacdo e outra. Além disso,
a possibilidade de ocorréncia de sucessivos processos
de endomitose com a determinacio de sucessivos
graus de ploidia (ScHREIBER, 1967), torna a iden-
tificacdo de cada estigio mais problemdtica ainda.
A presenca de uma seqiiéncia de processos de endo-
mitoses com as consequentes duplicacdes do namero
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fle genomas, se evidencia pela constatacio de uma
grande amplitude de variacfio dos volumes nuclea-
res das células somdticas mas, a identificacio de
cada grau de ploidia pelo valor do volume nuclear
é bastante dificil, pelas razdes expostas.

O problema devera ser resolvido, sem diivida
alguma, em estudos de medidas diretas ou indiretas
da quantidade de DNA em nteleos de diferentes ta-
manhos (SCHREIBER, 1967). O método utilizado no
presente trabathe nfo & portanto, o mais indicado,
por ndo ser um método de medida de DNA e sim
um método de estimaciio de DNA pela medida do
volume nuclear. Entretanto, a esperanca de resolu-
¢&o déste problema, com base em medidas do volume
nuclear, justifica o presente trabalho. Mesmo que
os resultados obtidos ndo venham a solucionar com-
pletamente o problema, servirdo, pelo menos, como
informagbes parsa uma resolucdo futura.

MATERIAL E METODO

O presente estudo foi realizado nos neurdnios
da cadeia ganglionar peri-esofagiana de Biompha-
larig glabrate (Say, 1818). Os exemplares, de di-
ferentes idades, a partir do nasc¢imento, foram cria-
dos nos laboratérios da Cadeira de Parasitologia e
Zoclogia médica da Escola de Veterindria da Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro. O in.
tervalo entre os diferentes grupos etarios foi de 5
dias, desde 0 recém-naseido (com algumas horas de
vida) até os de 40 dias. Também foram estudados os
neurdnicos de exemplares de idade desconheecida,
de dimencéo aproximadamente quatro vézes maior
aue os exemplares de 40 dias.



A fixacdo fol feita em liguide de Bouin, tendo-
se utilizado, pelo menos, seis exemplares para cada
grupo etario. A Inclusdo foi feita em parafina se-
cundo a téenica usual. Os cortes foram realizados
na espegsura de 10 e 15 miera. As coloracdes foram
feitas pelo Nuclear Fast Red e pela téenica de
Feulgen.

Para cada grupo etario foram desenhades em
cimara clara (1.875-X) o¢s contornos dos nneleos
ttos nenrdnios. S6bre éstes desenhos foram medidos,
com o auxilio de papel milimetrado transparente,
os dois difdmetros trangversais, maior e menor. As
médias aritméticas déstes dois didmetros, para cada
grupo etario, foram agrupadas em classes de inter-
valo de 0,5 mm. Cada wmilimetro corresponde a 1
micron.

ANALISE ESTATISTICA

A orientacao seguida na analise estatistica vi-
sou a estabelecer uma relacdo entre o crescimento
nuclear dos neurdnios da espéeie estudada e um pro-
cesso de endomitose que estaria sendo evidenciado
pelo aumento do volume do niicleo em conseqiiéneia
de duplicacdes cromossémicas sucessivas.

Com tal objetivo foram feitas trés diferentes
analises estatisticas.

Em primeiro Tugar foram feitos, em cada ida-
de, e até diferentes idades, os histogramas de fre-
gliéneias dos didmetros nucleares com o fim de se
verificar a possibilidade de reeonhecimento, por
uma possivel constatacBo de distribuicdes mul-
timodais, a ocorréneia de diferentes e sucessivos
graus de ploidia.

Em segundo lugar foi feita, em cada uma das
diferentes idades uma tentativa de reunido dos va-
lores dos didmetros nucleares em clagses correspon-
dentes aos possivels e sucessivos graus de ploidia.
Para isso foi considerada eomo classe dipldide ini-
elal, aguela eujo pont(; médio correspondia ao dia-
metro de maior freqiiéncia na idade de 0 (zero)
dias, Com ésse diametro fol caleculado o correspon
dente volume nuelear pela férmula

DS
V=
1,91
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pelo gue fiea implicito que o nucleo foi considera-
do como uma esfera de didmetro D. Considerando-
se, que, para cada uma das sucessivas duplicacoes
do grau de pléidia a partir do grau inicial dipldide,
deveria haver também uma duplicacio do volume
nuelear, foram 0os volumes nucleares
para cada classe e, com éles, ficaram estabelecidos
os pontos médios das diferentes classes relatlvas
acs didmetros nucleares. Da comparacio entre a

caleulados

poreentagem de naeclecs diploides numa idade qual-
(quer ¢om a porcentagem de nucleos dipldides na
idade imediatamente subsequente, foi caleculada uma
poreentagem de duplicacao do volume nuclear em
cada idade. Clom os valdres assim caleulados fol ob-
tida uma taxa média de dublicacio do veolume
nuelear, a gual foi considerada como a taxa de poli-
ploidia realizada no espaco de tempo transcorrido
entre duas idades consecutivas (o dias). Pela apli-
cacBo dessa taxa de poliploidia sdbre as freqilién-
clas observadas da classe dipléide em uma ida-
de qgualquer, foram obtidas as freqgiiéncias es-
peradas na classe dipléide da idade seguinte. De
posse das freqliénelas observadas e esperadas, foi
aplicado o teste do er com o fim de se verificar
se tal taxa de polipldidia poderia ou nao ser tomada
para explicar as modificacdes das freqiiéneias rela-
tivas observadas nas classes correspondentes a cada
um dos sucessivos graus de ploidia verificados com
o transcorrer do tempo.

Em terceiro Iugar foi determinado o coeficien-
te de regressio do valor médio dos didmetros nuclea-
res em cada uma das idades compreendidas entre
(} a 40 dias, sobre a idade em dias. Com os valdres
estimados dos coeflcientes a e b, foi tracada a reta
de regressiio relativa a funcdo em apreco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Histogramas de fregiuéncias das classes
correspondentes aos sucessivos graus de ploidia: —

Os histogramas de freqiiéncias dos didmetros
nueleares feitos com intervalo de 0,5 correspondem
as figuras numeradas de 1 a 19. Em cada um désses
histogramas aparecem assinalados, em baixo, por
melo de setas, as classes correspondentes aos valores
esperados dos pontos médios das classes de diferen-
tes graus de ploidia. Essas classes estdo relacionadas
no Quadro I, por scus respectivos limites,
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QUADRO I

Limites de classes de didmetro nuclear, correspondentes
aos sucessivos graus de ploidia em neurdnios de
Biomphalaria glabrata.

Limites de Grau de

classes ploidia
60 — 65 2 N
Ly Ty 4 N
95 — 10,0 83N
120 — 12,5 16 N
15,0 — 15,5 32 N
19,0 — 195 64 N
240 — 245 128 N
30,0 — 305 | 256 N
38,0 — 38,5 i 512 N
48,0 — 485 1024 N

Pelo exame das figuras numeradas de 1 a 19
pode-se verificar, em cada uma, as trés seguintes
situacoes:

a) correspondeéncia entre uma elasse modal
¢ wm gran qualquer de ploidia.

b) correspondéncia enfre uma classe néo mo-
dal ¢ um gran qualquer de ploidia.

¢) mnéo correspondéncia de uma classe modal
com (uaisquer graus de ploidia.

O ntmero de vézes de ocorréncia dessas trés
situacoes fol eontado na regidio mais frequente dos
19 histogramas, estando tais niimeros relacionados
no Quadro I1.

Do exame désses dados vé-se gue em todas as
idades, desde 0 dias até a idade adulta o niimero
de vézes em que foi verificada correspondéncia en-
tre nma classe modal e um grau de ploidia fol sem-
pre baixo variando de 0 a 4, sendo o ntmero 1 o
mais frequente. Enquanto isso, o namero de vézes
&M gue nao houve correspondéncia entre classe mo-
dal e um grau de ploidia mostrou um sensivel au-
niento, desde uma vez, na idade de 0 dias, até 11
vézes, na idade adulta. Isso nos leva a concluir s6-
bre a impossibilidade de se considerar a existéneia
de uma correspondéncia entre classe modal e grau
de ploidia na espécie estudada, como regra.

Por outro lado, © aumento continuo do numero
de vézes de correspondéncia entre classe ndo modal
¢ grau de ploidia a partir da idade de 0 dias em

do

direcao a idade adulta, também nos leva & mesma
conclusao.

{

Com relacio aos dados relativos ‘‘até a idade
adulta’, a conelusio sdbre a impossibilidade de se
correlacionar as classes modais com os diferentes
grang de ploidia é bastante evidente, pois tédas as
11 modas encontradas ndo correspondem a quais-
guer graus de ploidia. Com relacdo a idade ‘‘até 40
dias”’, 3 modag eorrespondem a graus de ploidia
enguanto que, 13, niao correspondem. Com relacdo
a idade ‘‘até 35 dias’”’, duas modas correspondem
a graus de ploidia, enquanto gue, 13, naec corres-
ponden.

Uma tentativa de se desloecar para mais ou
para menos a clagse considerada dipldéide, manten-
do-se as demais nos pontos correspoudentes ao dd-
bro do volume nuclear da classe anterior, também
nao modifica sensivelmente ésses resultados ante-

riores, " como se poderd verificar pelos dados do
Quadro IIL.

Telos resultados expostos no Quadro II e no
Quadro IIT pode-se observar que:

a) Mais vézes hi correspondéncia entre classe
nao modal e grau de ploidia do que correspondén-
cia entre classe modal e grau de ploidia.

b) Em sua grande maioria, as modas cousta-
tadas nos histogramas de fregiiéncias dos didmetros
nueleares ndo correspondem a graus de ploidia ava-
liados pelo volume nuclear.

Désses resultados gerais pode-se concluir que,
para a espécie Biomphalaria grablata nfio é possivel
a determinaciio dos sucessivos graus de ploidia nos
rueleos dos meurbnios pela localizacio de classes
modais em histogramas de freqiiéncias dos didme-
tros nucleares.

() completo insucesso da tentativa de se rela-
cionar uma classe modal dos histogramas de fre-
guencias dos didmetros nucleares com um grau qual-
quer de ploidia pode ser explicado como se segue.

Observando-se a modificacdo da forma dos his-
togramas desde a idade de 0 dias até a idade adul-
fa, nota-se uma tendéncia cada véz mais acentuada
para uma distribuicdo assimétrica e unimodal. As
pequenas variacdes para mals Ou para menos nos

valores das freqiiéncias ao longo de cada histogra-

ma mais nos parecem uma simples consegiiéncia da
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QUADRO 11

Numero de vézes em gque houve correspondéncia enire classe modal e grau de ploidia, nimero de vézes em
gue houve correspondéncia entre uma classe ndo modal e grau de ploidia e nimero de vézes em que nio
houve correspondéncia entre classe modal e grau de ploidia, nos histogramas de freqiiéncias do didmetro

nuclear de neurdnios de Biomphalaria glabrata em diferentes idades.

Com correspondéncia

Com correspondéncia

Sem correspondéncia

|
Idade entre classe modal e entre classe nao modal ‘ entre classe modal e
grau de ploidia e grau de ploidia ’ grau de ploidia
0 dias 1 2 ‘ 1
&I 4 0 ; 1
10 7 2 2 g 2
15 7 & 4 ! 4
200 il 4 | 5
o) & 2 4 7
30 ” 1 , 5 7/
35 7 1 ' 5 9
4 7 k| 4 5
adulta G , 7 11
Total 13 ; 37 52
U _
até¢ 5 dias 3 1 2
R V] L 3 1 g
I il 4 3
b ] 20 27 1 4 y 5
» 25 7 2 4 7
2 A 2 4 7
» 35 2 6 13
I | 3 3 13
” i, adulta 0 7 11

QUADRO III

H
H

Numero de vézes em gue houve correspondéncia entre classe modal e grau de ploidia, nimero de vézes em
que houve correspondéncia entre classe ndo modal e grau de ploidia e numero de vézes em que niao houve
correspondéncia entre classe modal e grau de ploidia nos histogramas de fregiiéncia do didmetro nuclear de
neurdnios de Biomphalaria glabrata em quaisquer idades até a idade adulfa, para diferentes classes consi-
deradas como diploides:

Valor do didmetro da
classe considerada

Com correspondéncia
entre classe modal e

Com correspondéncia
entre classe nio modal

Sem correspondéncia

entre classe modal e

dipléide grau de ploidia e grau de ploidia grau de ploidia
5,0 3 6 9
5,5 3 5 9
6,0 0 Iy 11
6,5 2 | 5 J 9
7,0 3 | 4 1 8
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variacdo do acaso e 180 uma sucessio de modas. Se
assim fér, nada ha de surpreendente sébre a n#o
correspondéncia entre as classes consideradas mo-
rais nesta discussfio e os sucessivos graus de ploidia,
pois tals classes nfo seriam, na realidade, classes
modals.

A inexisténcia de classes modals en correspon-
déneia a todos os diferentes sucessivos graus de
ploidia, poderia ser explicada de duas formas se-
guintes.

1) O intervalo entre duas modas reais conse-
cutivas seria t&80 curto yue a superposicao das duas
curvas estaria mascarando completamente tal as-
pecto.

2) A duplicacdo cromossémica e, cousequen-
temente, a duplicacdo do volume nuelear se faria de
modo continuo, sem a paralisacdo do processo de
ereseimento entre uma duplicacdo e outra, em vista
do que ndo seria possivel a constataciio de um maior
numero de ntelecs nos pontos correspondentes ao
fim do proeesso de duplicacdo nuclear.

Portanto, pela apreciacio dos histogramas de
fregiiénelas dos didmetros nucleares dos neurdnios
de Biomphalarie glabrata, principalmente nas gran-
des amostras (até a idade adulta, figura 19) néo se
percebe qualquer evidéneia da paralisacio do eres-
ciments nuelear entre uma duplicacdo e outra, pois
somente haveria tal evidéneia se ficasse constatada
& prosenca de modas sucessivas ¢ em intervalos cor-
aqueles  da volume

respondentes duplicacao do

nuelear.

2y Tentativa de reconhectmento das elasscs
correspondentes aos diferentes graus de ploidie por
meto do teste do X2 —

De todas as 1dades nas quais foram obtidos os
diametros nucleares, a idade de 0 dias foi aquela
que mais se prestou & determinaciio do ponto médio
da classe diploide, jao gue seria de se esperar maior
propor¢ao de nteleos dipldides nessa idade do que
ras demais., A freqiiéneia igual a 25 correspondente
ao didmetro 6,0 dos 167 nitcleos medidos
idade,estaria indicando o valor médio dos difme-

1essa

tros dos nieleos dipléides. A ésse didametro corres-
poude um volume nuelear igual a 113,09. A partir
désse volume, foram calculados os volumes espera-
dos dos nicleos com sucessivos graus de pléidia e, a

partir déstes, os didmetros correspondentes pelo em-
prégo da formula do volume de uma esfera em fun-
cdo do diimetro, ji citada. Os valdres caleulados
para os diametros e volumes nucleares e sua corres-
pondéncia aos respectivos graus de ploidia, constam
do Quadro IV,

QUADRO IV

Graus de ploidia, didmetros e volumes estimados para
os nicleos de neurdnios de Biomphalaria glabrata.

Gral,l _de Diametro Volume
ploidia

2 N 6,00 113,09

4 N 7,56 226,18

8N 9,52 | 452,36

16 N 12,00 | 904,72

32N 15,12 1.809,44

64 N 18,05 3.618,88

128 N | 24,00 7.237,76

256 N | 30,24 14.475 52

512 N 38,10 28.951,04

[ 1024 N 48,00 | 57.902,08

Considerando-se os diimetros estabelecidos no
Q@uadro IV como os valores centrals das classes de
diferentes graus de pleidia, os limites das classes fo-
ran. estabelecidos pelos pontos equidistantes a dois
pontos centrais consecutivos. Dessa forma foi feita a
delimitacio das classes de diferentes graus de ploi-
dia e, em seguida, fol verificada, em cada uma, as
freqiiéncias observadas, obtendo-se os dades contidos
0o Quadroe V.,

O cileulo da poreentagem média de poliploidia
foi feito da segminte mancira:

Primeiramente foi caleulada a porcentagem de
nteleos dipldides em cada idade, levando-se em con-
ta o total de ntcleos medidos e o total considerado
em cada classe 2 N conforme os dados expostos no
Quadro V. Em geguida, considerando-se a porcenta-
gem de nueleos 2 N em uma idade qualquer igual
a 1009, a diferenca entre a porcentagem de nicleos
2 N dessa idade e da idade seguinte, seria igual a
taxa de poliploidia.

Por exemplo, na idade de 0 dias foram obser-
vados 91 nueleos dipldéides num total de 167, o gque
dd uma poreentagem de 54,49% de nucleos diploi-
des. Na idade de 5 dias, os 66 uneleos 2 N em um to-
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QUADRO V

Tabela de fregiiéncias observadas em cada classe correspondente aos diferentes graus de ploidia, em ecada
idade, em ntucleos de neurénios de Biomphalaria glabrata.

Fregiiéncias observadas

Sl para diferenfes Eritis d(? 7plioidla L Freqiiéncia

| | | | 1 | 2!

2N i 4N 8N | 16N | 32N | 64N I 128N | 206N | 512N %1024N
_ | | | | | | |
0 dias 81 56 20 | l \ ] 167
5 7 66 | 77 36 | 8 i | 187
10 7 60 b7 28 9 1 ] 155
1157 59 | 61 57 23 4 1 | 0 1 206
20 7 34 i 23 65 47 17 3 ] 2 221
SR 1m | 2 | 4 62 | 39 15 | 3 | 4 204
30 ” 3 | 18 39 56 37 3 E 5 1| 1 1 166
38 7 3 ! 22 37 a2 31 19 1 8 | 2 2 176
40 7 Ly 17 | 29 43 33 | 17 5| 4| 1 150
adulta | 5 | 22 | 68 i 133 | 122 77 | 39 | 15 ] 11 7 499
Total 2.131
tal de 187, correspondem a 35,29%. Portanto, a QUADRO VI

taxa de polipldidia wverificada no intervalo de tem-
po entre essas duas idades serd de:

(5449 — 3529) — 100
54,49 —  x

x = 3524%

Os valbres assim obtidos para as porcentagens
de poliploidia ocorrida no intervalo entre duas 1da-
des consecutivas desde 0 dias até a idade adulta,
constam do Quadro VI

Com o0s 9 valdres da porcentagem de poliploidia
contidos no Quadro VI fol obtide o valor médio
27,41% que fol considerado como a porcentagem
média de poliploidia.

Os dois valbres negativos contidos no Quadro
VI s6 podem ser explicados ¢omo sendo devidos aos
érros de amostragem. Evidentemente, ndo & de se
esperar uma porcentagem negativa de poliploidia
14 que seria muitissimo pouco provavel a ocorrén-
cia de haploidizacio durante um processo onde se
nota uma tendéncia continua de poliploidizacéo.

Para a aplicacio do teste do X2, as freqiiéneias
esperadas em cada classe de diferentes graus de
ploidia numa idade qualquer desde 5 dias até a
idade adulta, foram calculadas aplicando-se a taxa

Porcentagens de poliploidia medidas na classe 2 N para

cada infervalo entre duas idades consecutivas desde a

idade de 0 dias até a idade adulfa em nueleos de neu-
ronios de Biomphalaria glabrata,

-
“ % de o
Idade | nicleos pol/i;hilfdia
| 2 N
0 dias 54,49
5 7 35,29 35,24
10 38,71 — 9,69
15 28,54 96.01
20 7 15,38 46,30
25 7 5,39 64,95
30 ” 1,81 66,42
3 7 1,70 6,08
40 0,67 60,59
adulta | 1,00 —49,25

média de 27,41% de poliploidia realizada no inter-
valo de 5 dias, sGbre as fregiiéncias observadas na
idade imediatamente anterior. As etapas do céleu-
lo foram as seguintes: b

1) Em cada idade, as freqgiiéncias das classes
correspondentes aos diferentes graus de ploidia fo
ram transformadas proporcionalmente em relagio
a0 mesmo total observado na idade imediatamente
superior. Por exemplo, na idade de 0 dias, para o
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total de 167 nicleos foram observados 91 na clas-
s¢ 2 N, 56 na classe 4 N e 20 na elasse 8§ N. Para
o total de 187, que corresponde ao total de nicleos
observados na idade de 5 dias, seriam observados,
na idade de 0 dias, 101,90 nteleos 2 N, 62,71 nucleos
4 N e 22 40 nucleos 8 N.

2)  Foi aplicada a taxa de 27,41% de poliploi-
dia em cada classe correspondente a um grau dife-
rente de pleidia. Por exemplo, 2741% de 101,90
sera o nuamero de nucleos que se espera terem pas-
sado de 2 N para 4 N no espaco de tempo de 0 a D
dias. Portanto, o esperado para a freqliéncia de
nacleos 2 N na idade de 5 dias, serd:

101,90 X 2741

101,90 — ¢ = 73,95

100

Teualmente, 27, 41% de 62,71 serd o ntunero de
nieleos que se espera tenham passado de 4 N para
8 N no espaco de tempo de 0 a 5 dias. Porém, como
a classe 4 N recebeu o aeréscimo de 27.93 nacleos
gque vieram da classe 2 N, o esperado para a classe

4 N na idade de 5 dias, seré:
62,71 X 2741
62,71 — (-

)+ 2793 = 7345
100
Da mesma forma, 27,41% de 22,40 serd o niume-
ro de nficleos que se espera tenham passado de 8 N
para 16 N no espaco de tempo de 0 a 5 dias. Porém
como a classe 8 N recebeu o acréseimo de 17,19 na-
cleos gue vieram da classe 4 N, o esperado para a
classe 8 N na idade de 5 dias, seri:
22,40 X 2741
2240 — (

)+ 17,19 = 3345
100

Finalmente, o esperado para a classe 16 N na
idade de 5 dias serd 6,14 que correspondem aos
ulicleos 8 N que passaram a 16 N,

As freqiiéncias observadas e esperadas para
cada classe de diferentes graus de ploidia nas ida-
des de 5 dias até a idade adulta e os valores de
X*? caleulados para cada idade, constam das Tabe-
las T a ITX.

L 4

TABELA I
Frequéncias observadas e esperadas para calculo do X2 na idade de 5 dias.
classe f. obs. f. esp. d2/f. esp.
2 N 66 73,97 0,86
4 N 77 73,45 0,17
8 N 36 } 33,45 0,19
16 N 8 | 6,14 0,56
Total 187 187,01 X . 178 NS
Limites de significincia para 3 g.1.: 5% = 7,82
1% == 11,34
TABELA 11
Freqgiiéncias observadas e esperadas para calculo do X2 na idade de 10 dias.
classe ] f. obs. f. esp. d2/f. esp.
N ! - i
2 N 60 i 39,71 10,37
4 N 57 61,33 0,31
8N 28 39,15 3,18 $
16 N 91 ! 12,99 |
| 32 N i T W ido 5 1,82 [ 14,81 1,56
|
i Total J 155 155,00 X2 = 15,42 #*%

Limites de significincia para 3 g.1.: 5%

= 7,82

1% = 11,34




939 P. D. LANZIERI ET AL — ESTUDOS VOLUMETRICOS DOS...

TABELA 1II

Freqiiéncias observadas e esperadas para caleulo do X2 na idade de 15 dias.

-

|
classe f. obs. f. esp. { d2/f, esp.
I
2 N 59 57,88 0,02
4 N 61 76,85 3,27
8N b7 47,77 1,78
16 N 23 ] 18,86 )
32 N 4 424 |
64 N 1 29 0,36 } 23,46 1,31
128 N 0 0
256 N 1 0
Total 206 205,96 X2 — 6,38 NS
Limites de significincia para 3 g.l.: 5% = 7,32
1% = 11,34
TABELA IV
Freguéneias observadas e esperadas para caleulo do X2 na idade de 20 dias.
classe f. obs. ‘ f. esp. dz/f. esp.
2 N 34 45,95 3,18
4 N a3 64,36 2,17
8 N 65 62,32 0,12
16 N a7 34,67 4,39
32 N 17 ] 9,87
64 N 3 1,96
128 N 2 22 0,29 F 13,18 5i58
256 N 0 0,78 |
512 N 0 0,29 |
W l'
Total 221 220,99 | X2 - 15,74
|
Limites de significincia para 4 g.1.: 5% == 949
1% = 13,28
TABELA V
Fregiiéncias observadas e esperadas para calculo do X2 na idade de 25 dias.
classe f. obs. £. esp. dz/f. esp.
l = J — e — _—r———— - - - ———ar— S—
2 N 11 22,78 10,48
4 N 29 4411 | 5,18
8N 41 56,96 ! 447
16 N 62 47,94 4,12
32 N ’ 39 23,28 10,62
64 N 15 6,31 ]
128 N 3 4L 322 2,10 | 8,82 19,18
256 N 4 0,51 ]
Total 204 ll 203,99 X2 — B4,05
Limites de significincia para 5 g.1.: 5% = 11,07
1% = 15,09




TABELA VI

Fregiiéncias observadas e esperadas para calculo do X2 na idade de 30 dias,

1% — 16,81

classe f. obs. £, esp. d2/f. esp.
2 N 3 6,50 1,88
4 N 16 19,58 0,65
8N 39 30,69 2,25
16 N 56 45,76 2,29
32 N 37 36,87 0,00
64 N 8 17,56 5,20
128 N 5 5,12
2568 N 1 7 3,03 9,04 0,46
312 N 1 0,89
Total 166 165,00 X2 - 12,73
Limites de significdncia para 6 g.1.: 5% — 12,59
1% -— 15,09
TABELA VII
Freqgiiénecias observadas e esperadas para calculo do X2 na idade de 35 dias.
classe f. obs. f. esp. d=/{. esp.
2 N 3 2,31 )
4 N 22 [ 25 13,18 [ 15,49 5,84
8 N 37 34,67 0,16
16 N 52 54,43 0,11
32 N 31 4475 . 422
64 N 18 16,91 0,26
128 N 8 ) 6,17
256 N 2 222
512 N A 12 1,06 274 0,52
1024 N 0 0,29
Total 176 175,99 Xz = 11,11
Limites de significancia para 5 g.1.: 5% — 11,07
1% -— 15,09
TABELA VIII
Freqiéncias observadas e esperadas para caleulo do X* na idade de 40 dias.
classe f. ohs. f. esp. d2/f. esp.
2 N 1 1,86 1
4 N 17 [ 18 14,31 [ 16,17 0,21
8N 29 28,03 0,03
16 N 43 40,81 } 0,12
32 N 33 31,23 i 0,09
64 N 17 18,95 0,21
128 N & 9,38 2,056
256 N 4 3,10 ;
512 N 1 5 1,70 5,27 0,01
1024 N 0 J 0,47
Total 150 149,98 X2 o= 272 NS
Limites de significincia para 6 g.1.: 5% == 12,59
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TABELA IX

Fre%ﬁéncias observadas e esperadas para calcuio do X2 na idade adulta.

classe f. obs. f. esp. dz/f. esp.
2 N b5] 2,42
4 N 22 | 27 41,96 | 4438 6,81
8§ N 68 85,53 3,59
16 N 133 130,27 0,06
32 N 122 118,80 0,08
64 N 77 71,14 0,48

128 N 39 27,58 4,73

256 N 15 14,21 0,04

512 N 11 ) 6,07 )

1024 N 7 [ 18 0,91 [ 6,98 17,40
Total 499 498,99 X2 = 33,19 #%

Limites de significncia para 7 g.1.: 5% = 14,07

5
19 — 1848

Tm resumo dog resultados dos o testes de X2
contidos nas Tabelas de T a IX, estd exposto no
Quadro VII,

QUADRO VII .

Resultados obtidos nas idades de 5 dias até a idade adulta, nos testes de X2 entre freqliéncias observadas
nas classes de diferentes graus de ploidia e fregiiéncias esperadas pela aplicacioc da taxa de 27.41% de

poliploidia para um infervalo de tempo de 5 dias, em niiclees de neurdnios de Biomphalaria glabrata.

Idade Valor de X2 — - Limites de, SEgic ge ’ Resultado Tamanho da
5% 1% ’ amostra
5 dias 1,78 7,82 11,34 N.S. 187
10 ” 15,42 7,82 11,34 155
15 * 6,38 7,82 11,34 N.S. 206
20 7 15,74 9,48 13,28 e 221
o)z BB 54,05 11,07 15,09 204
30 12,73 12,59 16,81 166
3 7 11,11 11,07 15,09 % 176
40 7 2,72 12,59 16,81 N.S. 150
adulta 33,19 14,07 18,48 Wt 499
N.S. — nfo significative ao nivel de 5%

# — gignificativo ao nivel de 5%
¢ gignificativo ao nivel de 1

Tma explicacdo para os seis resultados sien-
ficativos obtides pela aplicacio do teste do X7 e ex-
postos 10 Quadro VI, pode ser sugerida por meio
de uma das trés seguintes formas oun mesmo por
todas elas simultancamente

1)  Em cada processo de poliploidia naoe have-
ria uma duplicacdo exata do volume nuelear.

Se nao houver uma correspoudénecia perfeita
entre duplicacdo eromos<omica o duplicacfo do 'vo-
lume nuelear, os limites estimados para as classes
de sucessivos graus de ploidia com base nos valdres
do didmetro e do volume dos niieleas relacionados
no Quadro 1V ndo estdo eccrretos, o que explicaria a

significineia para os seis valores de X7 obtidos.
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2y A taxa de 27419 de poliploidia obtida da
; I

prépria amostra, estaria diferindo bastante da taxa

real realizada.

dessa ta-
processo,

Nesse caso, seria indicada a obtencio
Xa por outrp processo ou, e pelo mesmo
em nma amostra mais numerosa.

3) A taxa de poliploidia nfo seria
e 1odas as idades.

d mesma

Ksta nos parece ser a welhor explicacio para
os resultados obtidos nos testes de X2 Isso porgue
a taxa de 27,41% de poliploidia se aplica bem para
cxplicar as freqiiéneias nas idades de 5 dias, 15
dlas, o 40 dias mas ndo pode ser admitida para
explicar as freqiiénelas nas idades de 10 dias, 20
dias, 25 dias e idade adulta. ¥ bastante provivel
que, para as idades de 30 e 35 dias, se poderia ado-
tar uma taxa de poliploidia préoxima de 27,4197 .

Essa possivel variagio da taxa de poliploidia
com as diferentes idades é bastante aceitivel pois
as atividades metabélicas dos organismos variawm,
evidentemente, com a idade.

3) Regressao do valoy wmédio do didmetro
nuclear dos newronios de Biomphalaria glabrata si-

breoa wdade em dias.

A tendéneia para anmento do velue nuclear
com a idade é tho evidente (ue, para se chegar a

i)
W
b=

tal conclusgo, seria suficiente a comparacio entre
0s histogramas de freqiiéncias dos didmetros nuclea-

yes nas diferentes idades.

Entretanto, pareece de algum interésse a deter-
minacio do cocficiente de regressfio da média do
didmetro nuclear sébre a idade em dias para se
mostrar, pela comparaco da posicao dessas médias
em relacdo & reta de regresséio, a grande correspon-

déncia existente entre agueles pontos e a reta.

Os dados ntilizados para o cileulo do coeficien-
te de regressdo constam da Tabela X e a represen-

tacao da reta de regressio ¢ dos pontos observados,

consta da Figura 20.

Evidentemente, as médias dos didmetros nuelea-
res em cada idade poueo significam no tocante 2
andlise  estatistica das amostras pois cada idade
contém uwma mistura de varlos grupos de didme-
tres, cada wm deles correspondente 2 um dos suces-
sivos graus de pléidia. Entretanto, é essa a tniea
forma de se poder demonstrar, pela determinacio
da reta de regressao, o baixo valor dos desvios dos
pontes em relacdo a essa veta, Além disso, a reta
também mostra a indiscutivel tendéncia do aumen-
to do diimetro, pela ccorréncia de poliploidia ou

de politenia.

TABELA X

Tabela dos valores X correspondentes 2 idade em dias e dos valores Y correspondentes ao didmetro médio
nuclear dos neurénios de Btomphalaria glabrata para cilculo do coeficiente de regressio do didmetro nuclear
meédio s6bre a idade.

X Y S XY
| 0 6,97 0 0
| 5 7 54 25 37,70
10 7,46 100 74,60
15 8,61 225 129,15
20 9,83 4410 196,60
25 12,34 625 308,50 !
30 12,60 200 | 378,00
35 13,32 1.225 466,20
40 13,65 1.600 . 546,00
Com os valores da Tabela X foram calculadas as estimativas: b = 0,1835
a4 =: 6,3858
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Essas estimativas foram utilizadas para a ob-
tencio da reta de regressiio que aparece na Fig. 20,

"

CONCLUSAG

Da analise estatistica utilizada no presente tra-
balho, os resultados obtidos permitem as seguintes
coneclusdes relativas ao erescimento nuelear de neu-
ronios de Biomphalaria glebrate em diferentes ida-
des desde 0 dias (data da eclosfio) até a idade adul-
ta (idades dos 1ndividuos de dimensdes aproximada-
mente quatro vézes maiores do que as dos exempla-
res de 45 dias) :

1) IT4 wm continuo creseimento nuelear des-
de a idade de 0 dias até a idade adulta, o qual psde
ser explicado pela ocorrénecia de sucessivas duplica-
¢oes do contenido eromossdomico, consideradas como
poliploidia ou como politenia.

2) Pode ser estimado em 0,1936 o valor do
voeficiente de regressfo da média dos didmetros
nucleares sébre a idade em dias, dentro do periodo
de 0 dias até a idade de 40 dias.

3) Na idade de 0 dias predominam nieleos
diploides.

4) O estado de polipleidia, deduzido do valor
do volume nuelear, atingiu, nas idades de 35 dias,
H) dias e idade adulta, o sen mais elevado graw, ava-
liado em 1024 N.

5) Nos histogramas de {reqiiéncia ndo ha, na
maloria das vézes, correspondéncia entre as classes

de mais alta freqiiéneia e os graus de ploidia.

6) Em qualquer das idades estudadas, as dis-
tribuicdes néo sdo fipicamente multimodais, em-

bora apresentem sempre varios graus de ploidia.

7) A auwséneaa de varias modas nas distribui-
coes de cada idade pode indicar a nfio ocorréncia
de mma sensivel paralizaciio do processo de poliploi-

P. D. LANZIERI ET AL — ESTUDOS VOLUMETRICOS DOS..

dig ou politemia cntre duas duplicacdes eremossd-
micas sucessivas,

8) A medida que aumenta ¢ tamanho das
anmostras pela mistura de dados obtidos em difercu-
tes idades, mais o aspecte da distribuicio se aproxi-
ma do de nma distribuicfo assimétrica ¢ unimodal.

9)  N&o deve haver, provavelmente, a mesma
intensidade de poliploidia nas diferentes idades.

RESUMO

Os valdores dos difimetros nucleares de neuro-
nios de Biomphalarie glabrate (Say, 1818) foram
analizados estatisticamente na tentativa de se cons-
tatar nma possivel correspondéncia entre didmetro
nuclear ¢ grau de ploidia.

{35 histogramas de freqiiéncias dos diametros
nucleares em varias idades desde ) dias até a idade
adulta, foram analisados graficamente, n&o sendo
possivel a cbservacio de gualguer correspondéneia
consistente entre c¢lasse de maior fregiiéneia ¢ grau
de ploidia.

Foi estimado ¢ aplicado para andlise pelo teste
do X2, wm valor médio para a intensidade de poli-
ploidia desde a idade de 0 dias até a idade adulta

Foi determinada a veta de regressio do valor
médio do didmetro nuelear s6bre a idade em dias no
pericdo compreendido entre (4 dias e 40 dias.
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